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® Modifizierte Cytochrom P450-Monooxygenasen 

S?) Die vorliegende Erfindung betrifft modifizierte Cyto- 
chrom P450-Monooxygenasen mit verandertem Sub- 
stratprofil, dafur kodierende Nukleinsauresequenzen, Ex- 
pressionskonstrukte und Vektoren, rekombinante Mi- 
kroorganismen, welche diese Vektoren enthalten sowie 
Verfahren zur mikrobiologischen Herstellung terminal 
oder subterminal hydroxy! ierter aliphatischer Carbonsau- 
ren. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft modifizierte Cytochrom P450-Monooxygenasen rait verandertem Substratprofil, 
dafiir kodierende Nukleinsauresequenzen, Expiessionskonstruktc und Vektoren, rekombinante l^kroorgamsmen wel- 
cheSvektoren enthalten sowie Verfahren zur mikiobiologischen HersteUung terminal oder subterminal hydroxyher- 

"ffiSSSSSSK Bezeichnung P450 BM-3 ist ein Cytochrora P450-Enzyra aus Bacillus raegateriura und 
besittt eineTusSgte Sequenzhoraologie mit P450-Enzyraen aus Saugem (I). Aufgrund ^^TT"T^ 
ISfpS i B)!m ein ausgelichnetes M^lellsystera fur diese Klasse von P450-Enzymen dar. P45C BM-3 hydroxyhert 
S, Linie langkettige gesattigte Fettsauren an ihrem CD-I-, 0>2- und (0-3-Kohlenstoffatora. Amide oder AlkohoUna- 
loga uTd Ep^xideW^tiger ungesattigter Fettsauren werden ebenfalls umgesetzt (1-3). 

gesat-tigte Fettsauren ist abhangig von der Kettenlange, wobei das Kettenlangen-OpUmum bei 14 bis 16 KoM^stoff- 
Itoraen liegt Das Enzyra zeigt keine katalytische Aktivkat fiir Fettsauren rait einer Kettenlange von werager als 12 Koh- 
lenstoffatomen (1). 

Zusammenfassung der Erfindung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, Cytochrom P450-Monooxygenase-Mutanten bereitzusteUen wel- 
cheiJ i Vergleich zum Wildtyp-Enzym ein modifiziertes Substratprofil zeigen. Insbesondere sollten neue Mutanten be- 
StelKe^nTelche g^aUigte aliphatische Carbonsauren in anderer KeUenposition hydroxyheren undAxler eine 
mSlsubstratspezifitlt besitzen. Vor allem sollten Mutanten bereitgestellt ^^^ffg »™S 
gegeniiber aliphatischen Carbonsauren mitderer Kettenlange, insbesondere nut einer Kettenlange von 8bis 12, ,m o. 
I K KohlLstoffatoraen besitzen, und diese subterrainal, vor alien, an den Positions <0-2 und/oder <D-3 bydrox- 

^DT^e Aufgaben wurden uberraschenderweise gelost durch BereitsteUung mortfizierter Cytochrora ' ^Mon^xy- 
genasen, wekhe durch eine Korabination aus gerichteter Evolution und ortsspeafischer Mutagenese to lSjM4» 
denden Bereichs ira Vergleich zura Wildtyp ein verandertes Reaktivitatsmuster be, der tenranalen und/oder subtermina- 

lra Ein^S^ 

tojLIJSte zunundest einer hydroxyUerbaren aliphatischen Carbonsaure oder eraera hydioxyherbaren Car- 
SnstreTri vaf ira Vergleich zura Wildtyp-Enzym und/oder b) eine Verschiebung der bevorzugten tenranalen oder sub- 

2. ^3, (0-4, insbesondere <D-1 bis (D-3) Hydzoxylierungsposition an wemgstens euier hydroxyherba- 

ren Carbonsaure oder einem hydroxylierbaren CarbonsSurederivat. „„„ . 

We ertodungsgeraafien Monooxygenasen sind vorzugsweise abgeleitet von Cytochrom P450 Monooxy genasen der 
aSSS 3ff U4.-.- ( insbesondere aus der P450-Familie CYP102, und sind eukaryotischen oder prokaryoUschen, 

von Mutanten ist abgeleitet von Cytochrora P450 Monooxygenase BM-3 aus Ba- 

einem derfolgenden Arainosauresequenzbereiche aufweist: 24-28, 45-51, 70-72, 73-82 ^J^™ 
, rait der MaBgabe, dass mehr als einer dieser Bereiche mutiert ist, wenn das Enzym die Mutation F87A tragi, sowie tunic 

^£3£^«S£^ der vorliegenden Beschreibung im Anu^-^buchstab^^ 
bettor der ZM, welche die Sequenzposition der Mutation bezeichnet, ist die urspriinghche Ammosaure, nach der Zahl 

s ^EnT^f^ vorhegenden Erfindung umfasst dnen A^ M 5ureaustausch in den genann- 

ten Sequenzbereichen, welcher zu einem "veranderten Reaktivitatsmuster" geraafi ob,ger Defiratton fuhrt 

Betonders bevorzugt sind erfindungsgeraaB P450 BM-3-Monooxygenase^^^ 
tionale Mutation in den Aminosauresequenzbereichen 86-88 und gegebenenfalls 172-224 (gemaB SEQ ID NO.. 2) ent 



h3 Eine erste Gruppe (A) geeigneter Mutanten weisen wenigstens eines der folgenden Aminosauresubstitutionsmuster 
auf: 



50 



a) F87V; 

b) F87A, L188K; 
55 c) F87V.L188K; 

d) F87A, L188K; A74G; 

e) F87V, L188K, A74G; 

f) F87A, L188K, A74G, R47F; 

g) F87V, L188K, A74G, R47F; 

60 h) F87A, L188K, A74G, R47F, V26T, oder 
i) F87V, L188K, A74G, R47F, V26T, 



65 



"te^wet^ Mutanten weist eine einzelne der folgenden Aminosauresubstitutionen auf: 



a) V26T, 

b) R47F, 

c) S72G, 
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d) A74G, 

e) F87V, 

f) Li88z, worin z fiir K, R, W, Q, N, G, A oder S stent, und 

g) M354T, 



sowie funktionale Aquivalente davon. . . 

In obigen Aufstellungen sind die Aminosauren im Einbuchstabencode angegeben. Die durch Mutation erzeugte neue 

Aminosaure steht rechts neben der Positionsangabe fur die Mutation. 

Unter "funktionalen Aquivalenten" versteht man erfindungsgemaB Mutanten, welche in wenigstens einer der oben ge- 
nannten Sequenzpositionen eine andere als die konkret genannte Aminosauresubstitution aufweisen, aber trotzdem zu ei- 10 
nerMutantemhren,dieebensowiediekonkretgenannteMutanteeingege verandertes Reakuvitats- 

muster" gemaB obiger Definition zeigen. Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann gegeben, wenn die veran- 
derungen im Reaktivitatsmuster qualitativ ubereinstimmen. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen naturlich auch P450-Monooxygenase-Mutanten, welche in gleicher Weise wie 
die konkret genannten P450 BM3-Mutanten durch Mutation von P450-Enzymen aus anderen Orgamsmen zuganghch 15 
sind Beispielsweise lassen sich durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festlegen. Mit den mo- 
dernen Methoden des Molecular Modeling konnen dann in Anlehnung an die konkreten Vbrgaben der Erfindung aquiva- 
lente, das Reaktionsmuster beeinflussende Mutationen vorgenommen werden. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen ebenso die durch eine oder mehrere zusatzliche Aminosaure-Additionen, -Sub- 
sUtuenten -Deletionen und/oder -Inversionen erhaltlichen Mutanten, wobei die genannten zusatzlichen ^randerungen 20 
in jeglicher Sequenzposition auftreten konnen, solange sie zu einer Mutante mit "verandertem Reaktivitatsmuster im 

obigen Sinne ruhren. ^ 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem Nukleinsauresequenzen, kodierend fur erne mutierte Mon^ygenase oder 
ein "funktionales Aquivalent" gemaB obiger Definition. Diese Sequenzen sind vorzugsweise von SEQID NO: 1 durch 
Austausch von Codons entsprechend der obigen Aminosauresubstitutionsmuster erhaltlich. 25 

ErfindungsgemaB umfasst sind auch solche Nukleinsauresequenzen, die sogenannte stumme Mutationen umfassen 
oder entsprechend der Codon-Nutzung eins speziellen Ursprungs- oder Wirtsorganismus, im Vergleich zu einer konkret 
genannten Sequenz verandert sind, ebenso wie natiirlich vorkommende Varianten davon. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem Expressionskonstrukte, enthaltend unter der geneUschen Kontrolle regulati- 
ve Nuklemsaure^^ eine fur eine erfindungsgemaBe Mutante kodierende Nuklemsauresequenz; sowie \fektoren, 30 
umfassend wenigstens einesdieser Expressionskonstrukte. 

Vorzugsweise umfassen die erfindungsgemaBen Konstrukte 5'-stromaufwarts von der jeweihgen kodierenden Sequenz 
einen Promotor und S'-stromabwarts eine Terminatorsequenz sowie gegebenenfalls weitere ubhche regulaUve Elemente, 
und zwar jeweils operativ verkniipft mil der kodierenden Sequenz. Unter einer operativen Verknupfung versteht man 4ie 
sequentieUe Anordnung von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und gegebenenfalls weiterer regulauver Ele- 35 
mente derart, dass jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestim- 
mungsgemafi erfullen kann. Beispiele fiir operativ verkniipfbare Sequenzen sind TargeUng-Sequenzen sowie Translati- 
onsverstarker, Enhancer, Poly adenylierungssignale und dergleichen. ... 

Zusatzfich zu den artifiziellen Regulationssequenzen kann die naturliche Regulationssequenz vor dem eigenthchen 
Strukturgen noch vorhanden sein. Durch genetische Veranderung kann diese naturiiche Regulation gegebenenfalls aus- 40 
geschaltet und die Expression der Gene erhoht oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann aber auch emfacher auf- 
gebaut sein, das heifit es werden keine zusatzlichen Regulationssignale vor das Strukturgen insertiert und der naturuche 
Promoter mit seiner Regulation wird nicht entf ernt. Statt dessen wird die natiirUche Regulationssequenz so mutiert, dass 
keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression gesteigert oder verringert wird. Die Nukleinsauresequenzen kon- 
nen in einer oder mehreren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 45 

Beispiele fur Promotoren sind: cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, lpp-, lac-, lpp-lac-, laclq-, T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, 
SP6- 1-PR- oder im 1-PL-Promotor, die vorteilhafterweise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden; sowie die 
gram-positi-ven Promotoren amy und SP02, die Hefepromotoren ADC1, MFa, AC, P-60, CYC^ GAPDH oder die 
Pflanzenpromotoren CaMV/35S, SSU, OCS, Ub4, usp, STLS1, B33, nos oder der Ubiquitin- oder Phaseohn-Promotor 

Prinzipiell konnen alle natiirHchen Promotoren mit ihren Regulationssequenzen verwendet werden. Daruber hmaus 50 
konnen auch synthetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. - » ■ 

Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Ex-pression der Nukleinsauresequenzen und der Protein- 
expression ermoglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, dass das Gen erst nach IndukUon 
exprimiert oder uberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder uberexprimiert wird. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw Faktoren konnen dabei vorzugsweise die Expression positiv beeinflussen und da- 55 
durch erhohen oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhafterweise auf der Tran- 
skriptionsebene erfolgen, indem starke TVanskriptionssignale wie Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. 
Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabihiat der mRNA verbes- 

sert wird * 

Die HersteUung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten Mo- 60 
nooxyfienase-Nukleotidsequenz sowie einem Terminator- oder Polyadenylienmgssignal. Dazu verwendet man gangige 
Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Mamatis, E. K Fnt^h i unc . Sambrook, Mole- 
cular Ooning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 1989) sowie in i J : J Sil- 
haw M L. Berman und L. W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F. M. et al., Cutrent Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and 6! 
Wiley Interscience (1987) beschrieben sind. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstnikt bzw. Genkonstrukt wird zur Expression in einem geeigneten Wirtsorganis- 
mus vorteilhafterweise in einen wirtsspezifischen Vektor insertiert, der eine optimale Expression der Gene im Wirt er- 
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moglicht Vektoren sind dem Fachmann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" (Pouwels P. H. 
et al Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind auBer Plasmiden 
auch alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren, wie SV40, CMV, Baculovirus 
und Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare oder zirkiilare DNA zu verstehen. Diese 
5 Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus repliziert oder chromosomal repliziert werden. 

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Vektoren sind rekombinante Mikroorganismen herstellbar, weiche beispielsweise 
mit wenigstens einem erfindungsgemaBen Vektor transformierbar sind und zur Produktion der Mutanten eingesetzt wer- 
den konnen. Vorteilhafterweise werden die oben beschriebenen erfindungsgemaBen rekombinanten Konstrukte in ein ge- 
eignetes Wirtssystem eingebracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann bekannte gelaufige Kio- 
to nierungs- und Transfekuonsmethoden verwendet, urn die genannten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssystem 
zur Expression zu bringen. Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current Protocols in Molecular Biology, R Aus- 
ubel et al„ Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997, beschrieben. 

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, die eine Expression der erfindungsgemaBen Nuklein- 
sauren, ihrer AUelvarianten, ihrer funktionellen Aquivalente oder Derivate ermoglichen. Unter Wirtsorgamsmen sind 
15 beispielsweise Bakterien, Pilze, Hefen, pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Bevorzugte Organismen smd Bak- 
terien, wie solche der Gattungen Escherichia, wie z. B. Escherichia coli, Streptomyces, Bacillus oder Pseudomonas, eu- 
karyotische Mikroorganismen, wie Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus, hohere eukaryotische Zellen aus Tieren oder 
Pflanzen, beispielsweise Sf9 oder CHO-Zellen. , 

Gewunschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organismen wie transgenen Tieren, wie insbesondere 
20 Mausen, Schafen oder transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden. Bei den transgenen Organismen kann es 
sich auch um sogenannte Knock-Out Tiere oder Pflanzen handeln, in denen das korrespondierende endogene Gen ausge- 
schaltet wurde, wie z. B. durch Mutation oder partielle oder vollstandige Deletion. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem biochemische Verfahren zur enzymatischen Herstellung von terminal oder 
subterminal (GKl bis co-4) hydroxylierten aliphatischen Carbonsauren, die dadurch gekennzeichnet smd, dass man 

25 

al) einen erfindungsgemaBen rekombinanten Mikroorganismus in Gegenwart eines Kulturmediums, das wenig- 
stens eine hydroxylierbare Carbonsaure oder wenigstens ein hydroxylierbares Carbonsaurederivat entbalt, kulti- 

viert;oder . 
a2) ein Reaktionsmedium, enthaltend wenigstens eine hydroxylierbare Carbonsaure oder wenigstens em nydrox- 
30 ylierbares Carbonsaurederivat, mit einer erfindungsgemaBen Mutante inkubiert; und 

b) das gebildete hydrpxylierte Produkt oder Produktgemisch aus dem Medium isoliert 

Im erfindungsgemaBen Verfahren sind die Carbonsauren per se, oder Derivate davon, wie insbesondere Ci-C 4 -Alky- 
lester oder Carbinsaureamide, einsetzbar. - , 

35 Bevorzugt werden im erfindungsgemaBen Verfahren als hydroxylierbare Carbonsaure Cg-Cso-Monocarbonsauren 

oder Derivate davon einsetzt t ;■ m . 

Besonders bevorzugt verwendet man im erfindungsgemaBen Verfahren als hydroxyherbare Carbonsaure eine C 8 -Ci 2 - 
Monocarbonsaure oder ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante gemaB obiger Gruppe (A). . 

GemaB einem anderen erfindungsgemaBen Verfahren verwendet man als hydroxyUerbare Carbonsaure eine C12-C30- 
40 Monocarbonsaure oder ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante ausgewahlt unter den Einf achmutanten 
F87A F87V V26T, S72G, A74G und M354T, und den Mehrfachmutanten f) bis i) gemaB obiger Gruppe (A) einsetzt. 

Wird das Verfahren mit angereichertem oder gereinigtem Enzym durchgefuhrt, so werden beispielsweise folgende Re- 
aktionbedingun-gen eingestellt: 
Substratkonzentrauon: 0,1 bis 20 mg/ml 
45 Enzymkonzentration: 0,1 bis 10 mg/ml 
Reaktionstemperatun 20 bis 40°C 
P H:6bis8 

Puffer: 0,05 bis 0,2 M Kaliumphosphat, oder Iris/HQ 

Elektronendonor: wird bevorzugt portionsweise zugegeben (Anfangskonzentration etwa 0,1 bis 2 mg/ml). 
50 Vor dem Start der Reaktion durch Zugabe der Elektronendonors kann zur Aktivitatssteigerung Aceton in einer Kon- 
zentration von 1 bis 5% (v/v) zugegeben und kurzzeitig (1 bis 5 Minuten) vorinkubiert werden (bei etwa 20 bis 40°C). 
Der Fachmann kann, abweichend davon, durch routinemaBige Versuche die jeweiligen Reaknonsbedingungen opti- 

mieren. . . C1 , 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird gewbhnUch in Gegenwart von Luftsauerstoff sowie in Gegenwart ernes blek- 
tronendonors (oder Reduktionsaquivalents), wie insbesondere NADH, NADPH und ZWCo(m)sepulchrat, durchgefuhrt. 
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Detaillierte Beschreibung der Erfindung 



Zur Erzeugung von Varianten mit modifizierten enzymatischen Eigenschaften stehen im Rahmen des Protein-Engi- 
60 neerings zwei unterschiedliche Strategien zur Verrligung: zum einen die Methode des "rationalen Designs" (4) sowie die 
Methode der "gezielten Evolution" (5-7). Fiir ein erfolgreiches rationales Design ist ein hochaufgelostes c^idimensio- 
nales StrukturmodeU sowie eine vertiefte Kenntnis des Enzymmechanismus von zentraler Bedeutung. Wahrend fur das 
rationale Design die Fahigkeit gezeigt wurde, Enzymmutanten zu erzeugen, weiche hohe Aktivitat f g^ber nichrna- 
tiirlichen Substraten besitzen (4) ist der Effekt punktformiger einzelner AminosauresubstituUonen auf die Stabilitat, Ak- 
65 tivitat und Spezifitat der Mutanten haufig nicht vorhersagban 

Obwohl Rontgenstrukturen von P450 BM-3 in der Protein-Data Bank (8) hinterlegt wurden, ist die Konformation yon 
Substrat und P450 wahrend des kritischen HydroxyUerungsschrittes weiterhin unklar (9-11). Fiir die Methode der geziel- 
ten Evolution ist eine effiziente Nachweismethode fur ein schnelles Screening groBer BibUotheken von Zufallsmutanten 
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von zentraler Bedeutung. Ein optischer Test fiir die P450 BM-3-Mutante F87A, welche (D-para-Nitrophenoxycarbonsau- 
ren (pNCA) verwendet, hat sich als brauchbar erwiesen (12, 13). Die Einzelmutante F87A verschiebt die Hydroxylie- 
rungsposition von Fettsauren von der Position (0-1, G>-2 und G>-3 in Richtung der ©-Position (13) und fiihrt auBerdem zu 
einer vollstandigen Umwandlung von 12-pNCA im Vergleich zu einer 33%igen Umwandlung, welche man fiir das Wild- 
typ-Enzym beobachtet (12). Da jedoch die Monooxygenase-Domane von P450 BM-3 mehr als 400 Aminosauren urn- 5 
fasst, kommt das Screening einer Bibliothek von Zufallsmutanten der Suche nach einer Nadei im Heuhaufen gleich. 

Zur Verbesserung der Effizienz der Suchprozedur wurde erfindungsgemSB das Verfahren des rationalen Designs mit 
dem Verfahren der gezielten Evolution kombiniert, um Mutanten mit modifizierter Reaktivitat, insbesondere zur Erzeu- 
gung von Mutanten mit Spezifitat fiir Fettsauren mittlerer Kettenlange, zu erzeugen. Die erfindungsgemaBe Methode der 
"rationalen Evolution" basiert auf einem Computerunterstiitzten Protein-Modeling, um eine virtuelle Zufalls-Bibliothek 10 
zu erzeugen und um Reste zu identifizieren, die mit hoher Wahrscheinlichkeit die gewunschten Eigenschaften beeinflus- 
sen. Eine Unter-Bibliothek wird durch Randomisierung dieser Reste erzeugt und auf positive Mutanten gescreeht. Aus- 
gehend von einem Strukturmodell beginnt man mit der Bestimmung von Resten, welche moglicherweise fur die Ketten- 
langenspezifitat von Bedeutung sind. Zur Erzeugung von Mutanten mit verbesserten Eigenschaften wird die durch das 
Modell vorgeschlagene Mutationsstelle mit Hilfe der Sattigungsmutagene modifiziert. AnschlieBend werden dann die 15 
Einzelmutanten mit den besten Eigenschaften unter Beriicksichtigung des rationalen Designs miteinander kombiniert. 
Unter Anwendung dieser kombinierten Strategic konnte insbesondere, die Aktivitat von P450 BM-3 fur Substrate mitt- 
lerer Kettenlange verbessert werden. 

Unter Anwendung dieser Strategic und aufgrund der Sequenzhomologie zu P450-Enzymen anderen Ursprungs wird 
es dem. Fachmann ermoglicht in analoger Weise weitere Mutanten herzustellen, welche ebenfalls Gegenstand der Erfin- 20 
dung sind. 

Die vorliegende Erfindung wird nun durch foigende Beispiele und unter Bezugnahme auf beiliegende Figuren naher 
erlautert Dabei zeigt: 

Fig. 1 die schrittweise Optimierung von P450 BM-3 fiir das neue Substrat 8-pNCA. Die katalytische Effizienz gegen- 
uber8-pNCAistfurjedeMutante(inderEinheits" l M" l )angegeben;und 25 

Fig. 2 ein Modell des Komplexes der P450 BM-3-Mutante LARVF mit dem Substrat 8-pNCA. Die Seitenketten, wel- 
che die funf besten Mutationspositionen aufweisen und die zur Mutante LARVF kombiniert wurden, sind dargestellt 
(V26T,R47F,A74G,F87V,L188K). 

Methode 1 30 

Modellierung des Substrat-P450 BM-3-Komplexes 

Die Modellierung des Substrat-Enzym-Komplexes basierte auf der kristallographisch bestimmten Struktur von P450 
BM-3, komplexiert mit Palmitoleinsaure (9). Diese Struktur ist bei der Protein-Data Bank hinterlegt (8). Die beschrie- 35 
bene Kristallstruktur mit einer Auflosung von 2,9 A enthalt vier Molekule in einer asymmetrischen Einheitszelle. Kette 
A wurde als Referenz fur den modellierten Komplex ausgewahlt. Als Substratmolekul wurde ein Modell von 8-pNCA 
unter Verwendung des "Molecule Builder" von SYBYL CIYipos, Inc., St. Louis, USA) erzeugt Die F87A-Mutation 
wurde unter Ver-wendung des Biopolymer-Tools von SYBYL erzeugt Die C-Atome 1 bis 4 des Substrats wurden in die 
Bindungsstelle entsprechend den C-Atomen 6 bis 9 der gebundenen Palmitoleinsaure plaziert. Die Torsionswinkei der 40 
Fettsaurekette wurden entsprechend der TYans-Konfigurauon gewahlt. NMR-Untersuchungen fur P450 BM-3-Laurat- 
und -12-Bromlaurat-Komplexe zeigten, dass die Protonen der hydroxylierten C-Atome (C10 und Cll) etwa 3,0 A vom 
Ham-Eisen in der Oxidationsstufe II entfernt sind (10, 13). Auf der Basis dieses Ergebnisses wurden die entsprechenden 
Atome C7 und C8 von 8-pNCA in einem Abstand von 4 A bzw. 3,6 A vom Ham-Eisen platziert. Die para-Nitrophenoxy- 
gruppe wurde manuell in der Bindungstasche angeordnet. AuBerdem wurde die Energie des Komplexes iiber fixierte 45 
Backbone-Atome minimiert. 

Methode2 

Sattigungsmutagenese 50 

Die erfindungsgemaB verwendeten Mutanten wurden mit Hilfe der Sattigungsmutagenese unter Verwendung des Stra- 
tagene QuikChange Kit (La Jolla, Kalifornien, USA) hergestellL Neun Positionen in der Urngebung des Substrat-Bin- 
dungskanals, und zwar P25, V26, R47, Y51, 572, A74, F87, L188 und M354, wurden fur die Mutation iiber das P450 
BM-3-Modeling ausgewahlt Die Primer fur jede dieser Positionen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 55 
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DF 1 DO 1 1 72^ A 1 

Tabellel 


ausge- 
wahlte 
Posi- 
tionen 


Primer 


Sequenz Nr. 


P25 


5 ' -gttat taaacacagataaannngttcaagctttgatg-3 ' 
5 ' -catcaaagcttgaacnnntttatctgtgtttaataac-3 9 


SEQ ZD NO: 9 
SEQ ID MO: 10 


V26 


5 9 -gttattaaacacagataaaccgnnncaagctttgatg-3 9 
5 ' -catcaaagcttgnnncggtttatctgtgtttaataac-3 ■ 


SEQ ID NO: 11 
SEQ ID NO: 12 


R47 


5 ' -cgaggcgcctggtnnngtaacgcgctacttatc-3 ' 
5 ' -gataagtagcgcgttacnnnaccaggcgcctcg-3 ' 


SEQ ID NO: 13 
SEQ ID NO: 14 


Y51 


5 ' -cctggtcgtgtaacgcgcnnnttatcaagtcagc-3 • 
5 ' -gctgacttgataannngcgcgttacacgaccagg-3 9 


SEQ ID NO: 15 
SEQ ID NO: 16 




S72 


5 ' -gctttgataaaaacttannncaagcgctt aaatttgtacg-3 ' 
5 ' -cgtacaaatttaagcgcttgnnntaagtttttatcaaagc-3 9 


SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 


17 
18 


A74 


5 9 -gctttgataaaaacttaaagtcaannnctt aaatttgtacg-3 ' 
5 ' -cgtacaaatttaagnnnttgacttaagtttttatcaaagc-3 ' 


SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 


. 7 
; 8 


L188 


5 9 -gaagcaatgaacaagnnncagcgagcaaatccag-3 ' 
5 '-ctggatttgctcgctgnnncttgttcattgcttc-3 ' 


SEQ ID NO: 
SEQ ID NO 


? 5 
: 6 


M354 


5 9 -ggcgacgaactannngttctgattcctcag-3 '■ 
5 ' -ctgaggaatcagaacnnntagttcgtcgcc-3 ' 


SEQ ID NO 
SEQ ID NO 


: 19 
: 20 


F87 


5 ' -gcaggagacggggttgnnnacaagctggacg-3 ' 
5 9 -cgtccagcttgtnnncaaccccgtctcctgc-3 9 


SEQ ID NO 
SEQ ID NO 


: 3 
: 4 
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Die Reaktionsbedingungen waren fiir alle mutagenen PCR-\ferfahren identisch, mit Ausnahme der Annealing-Tempe- 
ratur, welche in folgender Weise variiert wurde: 50°C fiir die Positionen 25, 26, 188 und 354; 52°C fur die Positionen 47 
und 5 1 ; und 46°C fur die Positionen 72, 74 und 87. Die Reaktionen wurden in 50 ul Reaktionsvolumen durchgefuhrt, wo- 
bei jeder Ansatz 17,5 umoi jedes Primers, 20 umol der Template-Plasmid-DNA, 3 U der Pru-Polymerase und 3,25 nmoi 

40 jedes dNTP enthielL Die Reaktion wurde bei 95°C 4 Minuten, gestartet, anschlieBend wurde 20-mal folgender Thermo- 
cyclus durchlaufen: 95°C, 1 Min.; 46. = 52°C, 2,5 Min.; 72°C, 17 Min.; nach diesen 20 Cyclen wurde die Reaktion 15 
Minuten bei 72°C fortgesetzt. Fiir die ortsspezifische Mutagenese durch PGR wurde ein Einzelcodon fiir den Austausch 
einer Aminosaure veranderL Fiir die Randomisierung einer spezifischen Aminosaure wurden Primer verwendet, in denen 
"nnn" fiir die spezifische Aminosaure codiert. Alle PCR-Produkdosungen wurden mit 20 U Dpnl bei 37°C uber 3 Stun- 

45 den behandelt, um die urspriingliche, nicht-mutierte Tempiate-DNA zu verdauen. AnschlieBend erfolgte die Transforma- 
tion in E. coli DH5<x. 

Methode3 

50 Expression und Reinigung von Wildtyp-Enzym sowie der Mutanten 

Das P450 BM-3-Wildtyp-Gen und dessen Mutanten wurden unter der Konlrolle des starken, Temperatur-induzierba- 
ren P R P L -Promotors pCYTEXPl in E. coli Stamm DH5a (supE44, lacU169 [801acZ M15] hsdR17 recAl endAl gyrA96 
thi-1 relAl) exprimiert Die einzelne Punktmutation F87A wurde, wie aus dem Stand der Technik bekannt (12), einge- 

55 fiinrt Die transformierten Zellen wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert, welche 100 Mg/ml Ampicillin enthielten. Nach 
12- bis 24-stundigem Wachstum wurden die Koionien mit sterilen Zahnstochem aufgenommen und in Mikrotiterplatten 
mit 96 Vertiefungen plaziert, wobei jede Vertiefung 200 ul TB-Medium (12 g Tryptophan, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Gly- 
zerin, H 2 0 (desL) ad. 1 Liter) mit 100 ug/ml Ampicillin enthielt. Die Platten wurden uber Nacht bei 37°C inkubiert. An- 
schlieBend wurden 40 ul aus jeder Vertiefung entnommen und in Kulturrohrchen iiberfuhrt, welche 2 ml TB-Medium mit 

60 1 00 ug/ml AmpiciUin enthielte, und anschlieBend wurde 2 Stunden bei 37°C und dann 6 Stunden bei 42°C inkubiert Die 
Zellen wurden bei 4000 Upm 5 Minuten abzentrifugiert, mit Lysozym aus HiihnereiweiB (1 U/ml) behandelt und dann 
zweimal gefroren und aufgetaut Die Zell-Rohextrakte erhielt man durch 10-minutige Zentrifugation bei 14000 Upm. 
Der so erhaltene Uberstand wurde fur die Aktivitatsmessung eingesetzL Zur Herstellung gro-Ber Enzymmengen wurde 
ein 2 1-Schuttelkolben mit 300 ml TB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin verwendet, bei 37°C inkubiert und 2 Stunden 

65 bei 200 Upm geschuttelt (ODsi%um = 0,8 bis 1,0) und anschlieBend 6 Stunden bei 42°C inkubiert Die Zellen wurden 
durch 10-miniitige Zentrifugation bei 4000 Upm gesammelt und in 15 ml 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,4 suspen- 
diert. Die eisgekuhlte Suspension wurde mit Hilfe eines Branson Sonifiers W25 (Dietzenbach, Deutschland) (80 W, 2 
Minuten, 3 Cyclen) aufgeschlossen. Die Suspension wurde 20 Minuten bei 32570 x g zentrifugiert Die Rohextrakte 
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wurden zur Besiimmung der Enzymaktivitat oder zur Enzymreinigung verwendet. 

Die Enzymreinigung wurde wie in (14) beschrieben, durchgeflihrt, wobei jedoch eine BioPilot-Chromatographiean- 
lage (Pharmacia, Schweden) verwendet wurde. Die Reinheit des Enzyms wurde durch Bestimmung des Gesamtproteins 
sowie der Menge des Enzyms festgestellt. Die Konzentration an gereiniglem Enzym wurde fiber die DifFerenz zwischen 
dem Extinktionsspeklrums des Carbonyikomplexes der Eisen-(II)-form im Vergleich zur Eisen-(E>form unter Verwen- 5 
dung einer molekularen Absorptivitat von 91 mM" 1 cm" 1 fur das Wellenlangenpaar 450 nm und 490 nm bestimmt (I). 

Methode 4 

Isolierung von Mutanten mit hoherer Aktivitat fiir Substrate kurzerer Kettenlange 10 

Die Mutante F87A von P450 BM-3 wurde anstelle des Wildtyps als Template-DNA verwendet. Die Mutatibnen fur 
die jeweilige Position wurden wie oben beschrieben hergestellt. Jeweils etwa 100 Kolonien wurden zur Durchmusterung 
des Sequenzraumes an jeder Position gepickt, in Kulturrohrchen kultiviert und Zellen wurden daraus isoliert und lysiert. 
Die Zell-Rohextrakte einer jeden ausgewahlten Kolonie wurden fiir den Aktivitatstest verwendet. Samtliche Mutanten, 15 
die im Vergleich zu F87A eine hbhere Aktivitat fur wenigstens ein Substrat mit einer kiirzeren Kettenlange als 15-pNCA 
zeigten, wurden zur Bestimmung der Mutationen sequenziert. 

Die Mutante mit der jeweils hochsten Aktivitat fur 12-pNCA, 10-pNCA oder 8-pNCA von alien Mutanten fur die glei- 
che Position wurde fur eine spatere Kombination mit anderen Mutationen ausgewahlt. Die kombinierte Mutation wurde 
schrittweise durch ortsspezifische Mutagenese ausgefuhrt. Der Kombinationsweg ist in Figur dargestellL Sechs Kolonien 20 
wurden fur jeden Kombination sschritt fiir die Bestimmung der Substratspezifitat isoliert. Eine Kolonie mit reprasentati- 
ver Substratspezifitat wurde ausgewahlt und die Substratspezifitat wurde fur das reine Enzym bestimmt. Das Plasmid der 
ausgewahlten Kolonie wurde fur den nachsten Schritt der ortsspezifischen Mutagenese verwendet. Die Mutationen in der 
Endmutante wurden durch DNA-Sequenzierung bestimmt (ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit und ABI Prism™ 377 DNA Sequencer). 25 

Methode 5 

Enzym- Aktivitatstest 

30 

Fiir den pNCA-Aktivitatstest wurden 8 pi einer 10 mM pNCA-Losung in DMSO in einer Einwegkuvette in einem 
Endvolumen von 1 ml durchgefuhrt Nach Zugabe von 850 ul Tris/HCl-Puffer (0,1 M, pH 8,2) und 0,1 bis 0,4 nmol 
P450 zu der jeweiligen pNCA-DMSO-Losung wurden die Proben 5 Minuten vorinkubiert, bevor die Reaktion durch 
Zugabe von 50 ul einer wassrigen Lasting von 1 mN NADPH gestartet wurde. Zur Bestimmung von Kcat und Km wurde 
eine Konzentrationsreihe fur die verschiedenen pNCA-Substrate erstellt (beztiglich Details des Nachweisverfahrens 35 
kann auf (12) verwiesen werden). 

Zur Durchfuhning des pNCA-Tests in einer Mikrotiterplatte wurde eine Platte mit 96 Vertiefungen (Greiner, Fricken- 
hausen, Deutschland) verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt in einem Gesamtreaktionsvolumen von 250 ul in Tris/ 
HCL-Pufifer (0,1 M, pH 8,2) entweder 60 nmol 8-pNCA, 15 nmol 10-pNCA, 15 nmol 12-pNCA oder 15 nmol 15- 
pNCA, jeweils gelost in 2,5 pi DMSO. Nach 5-mintitiger Vorinkubation mit 40 ul P450 BM-3-Proben wurde die Reak- 40 
tion durch Injektion von 30 ul einer 1 mM NADFH-Ldsung in jede Vertiefung gestartet. Die Platten wurden unmittelbar 
nach Zugabe der NADPH-Losung auf einem Platten-Lesegerat bei 405 nm vermessen. 

Methode 6 

45 

Umsetzung von Carbonsauren mit erflndungsgemaBen Mutanten und Bestimmung der Produkte 

a) Chemische Reaktion 

■ 

Fiir die Hydroxylierung der Fettsauren in Anwesenheit von P450 BM-3 bzw. seiner Mutanten wurde folgender Ansatz 50 
gewahlt: 

P450 BM-3-Mutante: 20 mg 

Reaktionspuffen 20 ml (TVis/HCl 50 mM, KG 250 mM, pH 7,8) 
Fettsaure: 10 mg 

Aceton: 400 ul (2% v/v) (beschleunigt Reaktion um Faktor 2). 55 

Das Enzymlyophylisat wurde vor der Reaktion in 1 ml Reaktionspuffer gelost und zunachst 30 min bei 36°C inku- 
biert. Die Inkubation fiihrt wie die Zugabe von 2 VoL-% Aceton zu einer Aktivitatssteigerung von 60 bzw. 75%. 

Nach 5-minutiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 500 pi der vorbereiteten NADPH-Losung (12,5 mg/ml). Der 
Verlauf der Reaktion wurde durch Absorptionsmessungen bei 340 mn verfolgt, wobei der Verbrauch von NADPH beob- 
achtet werden kann. Fiir eine stochiometrische Umsetzung waren theoretisch 4 ml NADPH-Losung notwendig, eine zu 60 
hohe Konzentration an NADPH in der Reaktionslosung fiihrt jedoch zur Inakti vierung des Enzyms, deshalb wird der Co- 
faktor in 500 ul-Schritten zugegeben. 

Nach Beendigung der Reaktion wurde die Losung mit 5 M Salzsaure bis zu einem pH-Wert von 2 angesauert. Dabei 
fallen die Fettsauren bzw. hydroxylierten Fettsauren aus und fuhren zu einer sichtbaren Triibung der Losung. Danach 
wurde zweimal mit je 10 ml Dichiormethan extrahiert und fiber Natriumsulfat getrocknet. Nach der Filtration fiber einen 65 
Faltenfilter erfolgte die Entfemung des Dichlormethans am Rotationsverdampfer oder durch Eindampfen mit StickstofF. 
Der verbliebene weiBe Feststoff wurde dann wieder in 2 ml Dichiormethan aufgenommen und ffir die GC- Analyse ver- 
wendet 
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b) Gaschromatographische Analyse 

Fur die Analyse wurde ein Fisons Gaschromatograph (Fisons Instruments Mega Series, Mainz, Deutschland) mit FID 
verwendet (Optima 5-Saule, 25 m x 0,25 mm ID, Macherey & Nagel, Duren, Deutschland). 

Zur Analyse wurden Edukte und Produkte mit MSHFBA silyliert. Dabei werden alle Hydroxyi- und Sauregruppen in 
die entsprechenden Trimethylsilylether bzw, -ester umgewandelt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Probe wasserfrei 
ist, da es sonst zu Nebenreaktionen mit dem Silylierungsagens kommt. Zu 10 pi der hydroxyfettsaurehaltigen Dichlor- 
methan-Losung wurden 15 pi MSHFBA pipettiert und 15 min bei Raumtemperaiur inkubiert. Nach Zugabe von 25 pi 
Dichlormethan erfolgte die GC-Analyse, 

Dazu wurde 1 pi der silylierten Proben in den Gaschromatographen eingespritzL Injeklor- und Detektortemperatur la- 
gen bei 350°C. Folgende Temperaturprogramme wurden verwendet: 



Caprylsaure 

is ioo °C (2 min) 

Caprinsaure 

100 °C (2 min) 

Laurinsaiire 

100 °C (2 min) 

25 



50/min 



5°/min 



20 



5°/min 



200 °C 10°/min ^ 30Q oc (g 



140 °C (5 min) 10 ° /mxn r 300 o C < 5 



170 °c (5 min) 10 ° /inxn > , 300 °C (5 min) 



Beispiel 1 
Selektion der Anfangsmutante 

30 Die Einzelmutante F87A von P450 BM-3 wurde als Ausgangs-Template verwendet. Wie bereits erwahnt, wird durch 
diese Mutation die Hydroxylierungsposition in gesattigten C12- und C14-Fettsauren von u>l, o>-2 und C0»3 in Richtung 
der co-Position verschoben (13). Fur die Umsetzung von 12-pNCA und 15-pNCA wurde ebenfalls gezeigt, dass die 0> 
Hydroxylierung im Vergleich zum Wlldtyp signifikant verstarkt wird (12). Fur die Cd-Hydroxylierung von 12-pNCA er- 
hielt man eine vollstandige Umwandlung, verglichen mit einer 33%igen Umwandlung fiir den WUdtyp. Zusatzlich zur 

35 - erhohten Regioselektivitat beobachtete man auch erhohte Aktivitaten fur 12-pNCA und 15-pNCA (vergleicheTabelle 2). 

Tabelle2 

Spezifische Aktivitat ausgewShlter P450 BM-3-Mutanten fiir verschiedene pNCA-Derivate mit unterschiedlicher Ket- 
40 tenlange 1 



Sub- 
strat 


WT 


F87A 


L188K 


V26T 


R47F 


S72G 


A74G 


M354T 


15-pNCA 


405 


410 


288 


519 


258 


439 


474 


560 


12-pNCA 


141 


284 


316 


555 


233 


596 


517 


480 


10-pNCA 


339 


92 


207 


106 


52 


150 


103 


171 


8-pNCA 


15 


2 


69 


16 


13 


3 


6 


4 



45 



50 



55 



60 



65 



1 Einheiten spezifischer Aktivitat: nmol/min/nmol P450 

Die erhohte Regioselektivitat von F87A ist anhand des Strukturmodells verstandlich. Die Substitution des sperrigen 
Restes F87 durch Alanin vergroBert die Bindungstasche fur die p-Nitrophenoxygruppe, welche durch F87, auBerdem 
durch V78, A82, T260, 1263 und A264 gebildet wird. AuBerdem wird der Zugang der groBen p-Nitrophenoxygruppe zur 
Bindungstasche erleichtert und die sterischen Wechselwirkungen zwischen F87 und den C-Atomen CD-2 und C0-1 der 
pNCA werden ehminiert. Dies ermoglicht eine vorteilhaftere Orientierung der co-Position gegeniiber dem Ham-Eisen- 
atom. 

Beispiel 2 

Selektion einzelner Mutationspositionen durch Modeling, ortsspezifische Randomisierungsmutagenese ausgewahiter 

Positionen und Screening 

1. Selektion der Mutationspositionen 

Das Modell des gebundenen C8-pNCA-Substrats zeigt, dass sich das Carboxylat in einem Abstand von 9 und 11 A zu 
den Carboxylat-bindenden Reslen R47 bzw. Y51 befindeL Um Aktivitat gegenuber C8-Substraten zu induzieren, ist es 
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erforderlich, eine neue BindungssieUe zu erzeugen, welche sich in geeigneter Dislanz zur Carboxylatgruppe des Sub- 
strate befindet. Zur Erleichterung der Bindung von 8-pNCA sollten zusatzliche Reste innerhalb der BindungssteUe posi- 
tioniert werden. Folgende Reste wurden ausgewahlt: Die Reste R47 und Y5 1 , welche die urspriinglicbe Carboxylat-Bin- 
dungsstelle bilden. Fur R47 wird die Bildung eines Ionenpaares zwischen dessen Guanidiniumgruppe und dem Carbox- 
ylatrest des Substrats vorgeschlagen; Y5 1 biidet eine H-Briicke mil der Carboxylatgruppe des Substrats (9). Fiir den Pal- 5 
mitoleinsaure/P450 BM-3-Komplex betragt die Distanz zwischen dem Or Atom von R47 und dem C-Atom der Fettsau- 
recarboxyiatgruppe 12 A. Samdiche Reste in der Hemisphare mil einem 12 A-Radius um die Carboxylatgruppe des 8- 
pNCA-Modells wurden bestimmt und nur solche innerhalb der Bindungstasche mit Seitenketten, die in Richtung der 
Carboxylat-gruppe der Fettsaure weisen, wurden ausgewahlt. So wurden P25, V26, S72, A74, LI 88 und M354 ausge- 
wahlt, welche wahrscheinlich eine neue Carboxylat-Bindungssteile fur kurzkettige pNCA-\ferbindungen ausbilden 10 
konnten. Diese sechs ausgewahlten Reste befinden sich auf sekundaren Strukturelementen mit flexibler Konformation 

(11). 



2. Mutation und Screening 
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Mutanten von jedem der acht ausgewahlten Reste wurden durch ortsspezifische Randomisierung des Wildtyp-Codons 
an den entsprechenden Positionen erzeugt. Um sicherzusteUen, dass die meisten der 19 moglichen Arten von Arninosau- 
ren getestet werden, wurden 100 Kolonien einer jeden Position isoliert, kultiviert und auf Aktivitat getestet. (Darnit be- 
tragt die Wahrscheinlichkeit, jede Aminosaure zu testen, mehr als 95%, ausgenommen einer Wahrscheinlichkeit von 
79% fiir Tryptophan und Methionin). Die Mutanten mit einem hoheren Akuvitatswert fiir wenigstens ein Substrat mit 20 
kiirzerer Kettenlange als 15-pNCA wurden fiir die Sequenzierung zur Bestimmung der Mutation (Mutationen) ausge- 
wahlt. 

Es zeigte sich, dass Position 188 relativ variabel ist. Die meisten der 100 Kolonien zeigten Aktivitat fur pNCA. Daraus 
wurden entspiechend ihrer Aktivitat gegeniiber 8-pNCA 37 Kolonien ausgewahlt. 16 verschiedene Aminosauretypen, 
einschlieBlich dem Wildtyp wurden detektiert Dieses Ergebnis bestatigte auBerdem, dass die Auswahl von 100 Kolonien 25 
ausreichend war, um sicherzusteUen, dass die meisten der 20 moglichen Aminosauren getestet werden konnen. \fcn den 
15 Substitutionen erhohten die Substitutionen K, R, W, Q, N, G, A und S significant die katalytische Aktivitat fiir Sub- 
strate mit kiirzerer Kettenlange. Die Substitution von L durch negativ geladene Aminosauren fiihrte zu einer Verringe- 
rung der Aktivitat gegeniiber 10-pNCA, 12-pNCA und 15-pNCA um das Drei- bis Siebenfache. 

Die anderen sieben Positionen wurden in ahnlicher Weise wie Position 1 88 randornisiert. Von jeder Position wurden 7 30 
bis 19 Kolonien fur die DNA-Sequenzierung zum Nachweis der Mutation (Mutationen) ausgewahlt. Die meisten dieser 
Gene waren entweder nicht mutiert oder das Genprodukt zeigte eine verringerte Aktivitat fur Substrate kiirzerer Ketten- 
lange (Tests wurden mit reinen Enzym durchgefiihrt). Jeweils nur eine Mutante der Positionen 26, 47, 74 und 354, zwei 
Mutanten der Position 72 und keine Mutante der Positionen P25 und Y51 zeigte im Vergleich zu 15-pNCA fur Substrate 
kiirzerer Kettenlange eine hdhere Aktivitat. Die Mutante mit der hochsten Aktivitat fur 8-pNCA in Position 188 und Po- 35 
sition 72 sowie samtliche Einzelmutanten der Positionen 26, 47, 74 und 354 wurden fur eine Kombination ausgewahlt. 
Diese Mutationen, welche in obiger Tabelle 2 aufgelistet sind, enthalten folgende Substitutionen: V26T, R47F, S72G, 
A74G, L188K und M354T. Im Vergleich zu F87A erhohte sich die spezifische Aktivitat gegenuber 8-pNCA um den Fak- 
tor 0,5 bis 33,5. Jede dieser Mutationen wurde mit der Ursprungsmutation F87A schrittweise kombiniert 

40 

Beispiel 3 

Mehrfachmutanten, hergestellt durch schrittweise Kombination von Mutanten und deren Screening 

1. Mutante L (F87A, L188K) 45 

Die Auswahl der ersten Mutante ist kritisch, da die Kombination von Einzelmutanten nicht notwendigerweise in einer 
Kumulation der EinzelefFekte resultiert. Eine falsche Auswahl der ersten Mutation konnte in die Richtung eines Evolu- 
tionsweges lenken, der nicht zu einer optimalen Mehrfachmutation fuhrt Im Falle eines groBen Ausgangspools von Ein- 
zelmutanten ist daher eine enorme kombinatorische Vielfalt wahrscheinlich, und das Auffinden der gewiinschten Mehr- 50 
fachmutante ist folglich unwahrscheinlich. . . 

Zwei Kriterien sprechen fur die Auswahl der Mutante L als Ausgangspunkt: deren erhohte Aktivitat gegenuber 8- 
pNCA im Vergleich zu alien anderen Mutanten (Tabelle 2) sowie die Veranderungen in der Enzym-Substratwechselwir- 
kung und den Eigenschaften der BindungssteUe. Zur Verifizierung dieser Veranderungen wurden Stnikturmodelle der 
ausgewahlten Mutanten dadurch erzeugt, dass man die Seitenketten der Mutationspositionen mit Hilfe der SYBYL-Me- 55 
thode ersetzte. L188 ist am C-Terminus der OrHelix F lokalisiert Diese Helix und die benachbarten G Helices erfahren 
die groBte Verschiebung durch eine Substratbindung (9). Das Modell veranschaulicht, dass ein Austausch von Leucin 
durch Lysin zur Bildung einer neuen putativen Carboxylat-BindungssteUe fuhrt. Der Abstand zwischen der Ammo- 
gruppe von K188 und dem Carboxylatrest von 8-pNCA betragt 6 A und ist somit vergleichbar mit dem experimenteU be- 
stimmten Abstandswert fur die Carboxylatgruppe der Palmitoleinsaure und der Guanidiniumgruppe von R47 (dem ur- 60 
sprungli-chen Bindungsrest). Die Distanz zwischen der Guanidiniumgruppe von R47 und der Carboxylatgruppe von 8- 
pNCA betragt 11,4 A. Es kann daher vorgeschlagen werden, dass die Ionenpaar-Wechselwirkungen zwischen der Car- 
boxylatgruppe des Substrates und Kl 88 zusammen mit dem hydroxylierten C8- Atom in reaktiver Distanz zum Ham-Ei- 

senatom erfolgen. , ^ a . . , 

Die anderen fiinf Mutanten wurden schrittweise mit der Mutante L durch ortsspezifische Mutagenese kombimert (ver- 65 
cleiche Fig. 1) Fiir jeden Mutagenese-Schritt wurde ein StrukturmodeU der selektierten Mutanten erzeugt Anhand die- 
ses Modells wurden die EinflUsse der erzeugten Mutanten auf die Substratbindung untersucht und eine rationale Erkla- 
rung fur die optimierten Bgenschaften der Mutanten und ihrer Kombinationen wurde davon ausgehend vorgeschlagen. 
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2. Mutante LA (F87 A, LI 88K, A74G) 

Die katalytische Effektivitat gegeniiber 8-pNCA erhohte sich durch Einfiihrung der Mutation A74G in die Mutante L. 
A74 befindet sich am N-Terminus der a-Helix B'. Da die Seitenkette von A74 sterisch mil der Aminogruppe von K188 
5 interagiert, wird durch einen Austausch von A74 durch Glycin diese Wechselwirkung eliminiert, wodurch erne vorteil- 
haftere Orientierung der Seitenkette gegenuber der Carboxylatgruppe des Substrats ermoglicht wird. 

3. Mutante LAR (F87A, L188K, A74G, R47F) 

10 Die Verbesserung der katalytischen Effizienz fur 8-pNCA gelang durch Einfiihrung der zusatzlichen Mutation R47F. 
Die Mutation R47F hat zwei mogliche ErTekte. Phenylalanin behindert die urspriingUche Carboxylatbindung und vergro- 
Bert den dem Losungsmittel ausgesetzten hydrophoben Abschnitt am Eingang des Bindungskanals, der von den Resten 
Fll, L14, L17, P18, P45 und A191 gebildet wird (vergleiche Fig. 2). Dieser hydrophobe Abschnitt ist von besonderer 
Bedeutung fur die Substratanbindung (11). 



is 



4. Mutante LARV (F87A, L188K, A74G, R47F, V26T) 



Wird die Mutation M354T der Mutante LAR hinzugefugt, so verringert sich Kcat fur 8-pNCA. M354T wurde deshalb 
aus weiteren Kombinations-Versuchen ausgeklammert. Fiigt man jedoch die Mutation V26T der Mutante LAR zu, so 
20 zeigt die resultierende Mutante LARV einen geringfugig hoheren Kcat- Wert und einen geringfiigig genngeren Km-Wert 
als LAR. Die katalytische Effizienz gegenuber 8-pNCA erhohte sich. Wird statt dessen die Mutation S72 G in der Mu- 
tante LAR durchgefuhrt, so verringerte sich Kcat fur 8-pNCA. Aus diesem Grund wurde die Mutante LARV fur weitere 

Mutationen ausgewShlt. . 

V26 ist am N-Terminus der a-Helix A lokalisiert. Das Modell weist darauf hin, dass T26 die Rolle des ursprungucnen 

25 Restes Y5 1 der Bindungsstelle iibernehmen konnte und die Carboxylatgruppe des Substrates durch Ausbildung einer H- 
Briicke stabilisieren konnte. Der Abstand zwischen der Hydroxylgruppe von T26 und der Arninogruppe von K188 be- 
tragt 6,9 A. Verglichen mit der ursprungiichen Bindungsstelle ist dieser Abstand urn etwa 2 A groBer (4,8 A zwischen der 
Hydroxygruppe von Y5 1 und der Guanidiniumgruppe von R47). Es besteht somit die Moglichkeit, dass die Kl 88-haltige 
F-Helix weiteren Konformations-Anderungen unterzogen wird, aufgrund derer 8-pNCA tiefer in der Bindungsregion 

30 festgehalten wird und die Distanz zwischen T26 und Kl 88 verringert wird. 

5. Mutante LARVF (F87V, L188K, A74G, R47F, V26T) 

Es konnte gezeigt werden, dass Position 87 von besonderer Bedeutung fur die katalytische AJctivit&t und die Substrat- 
35 spezifitat des Enzyms istX3, .1 3). Die Mutante.LARV wurde deshalb in Position 87 durch ortsspezifische randomisierte 
Mutagenese optimiert. Von 100 Kolonien wurde eine Mutante erhalten, welche eine katalytische Effizienz von 
3,5-104 s _l M _l gegenuber 8-pNCA zeigte. Die DNA-Sequenzdaten ergaben, dass Alanin in Position 87 durch Valin er- 
■ setzt war. 

Aus der Kristallstruktur (11) und friiheren Experimenten (3, 13) ist bekannt, dass R87 wichtig fur den Zugang des Sub- 
40 strates zum Ham-Eisen ist. Die sperrige para-Nitrophenylgruppe dieses Substrats machte es notwendig, die GroBe der 
Bindungsstelle durch den Austausch von Phenylalanin durch Alanin zu erhohen. Durch den Austausch von A87 durch 
Valin wird der Kontakt von Q,, mit dem Ham-Eisenatom aufgrund sterischer Wechselwirkungen zwischen dem Ether- 
sauerstoff und der Seitenkette von V87 verbessert. t 
Die Daten zeigen, dass zwei SchlUsselschritte, F87 A zu L und LARV zu LARVF, die katalytische Effizienz gegenuber 
45 8-pNCA erhdhten. Es stellt sich deshalb die Frage, ob die anderen Mutationen in der Mutante LARVF wieder riickgangig 
gemacht werden konnen, ohne die Aktivitat fur 8-pNCA zu verlieren. Deshalb wurden Mutanten hergestellt, die statt der 
Mutation F87A die Mutation F87V enthalten. Diese Mutanten tragen folgende Bezeichnungen: 

1) L7V mit den Mutationen F87V L188K 
50 2) AL7V mit den Mutationen F87V L188K A74G 

3) ARL7V mit den Mutationen F87V L188K A74G R47F 

Bei den Aktivitatstests wurden folgende Ergebnisse erhalten: 

55 



60 



65 
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Tabelle 3 

Kinetische Parameter von P450 BM-3-Mutanten fur pNCA-Derivate unterschiedlicher Kettenlange, ermittelt bei pH 8,0 

und25°C 



■ 


Kcat (s- 1 ) 


Km (nM) 


Kcat /Km (s-iM- 1 ) 




12 


10 


8 


12 


10 


8 


12 


10 


8 


F87V 


0,7 


1,8 




3,8 


8,5 




1,7-105 


2,1-10 5 




L7V 


2,8 


4,7 




6,4 


14,2 




4,3-105 


3,3-105 




AL7V 


2,2 


5,9 


4,3 


15,1 


22,7 


197,6 


1,4-105 


2,6-105 


2,0-104 


ARL7V 


1,4 


5,5 


3,9 


8,9 


17,5 


41,4 


1,7-105 


3,1-105 


9,3-104 


ARVLF 


1,4 


7,2 


0,2 


12,3 


44,8 


6,5 


9,2-10* 


1,6-105 


3,5-10* 



Die Ergebnisse zeigen, dass die Mutanten F87V und L7V fur das Substrat 8-pNCA keinen rnessbaren Umsatz zeigen. 
Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass die Vierfachmutante ARL7V eine noch bessere katalytische Effizienz aurweist als 
die Funffachmutante ARVLE 

Die Mutanten ARL7V und ARVLF zeigen weiterhin hohe Aktivitaten fur Caprinsaure (CIO), die um zwei Kohlen- 
stoffatome kiirzer ist als das native kikzeste Fettsaure-Substrat des Wildtyp-Enzyms. 

AuBerdem wurden (D-4-monohydroxylierte Produkte beobachtet, wenn Laurinsaure (C12) als Substrat verwendet 
wird, wohingegen das Wildtyp-Enzym von P450 BM-3 nur in den Positionen CO-1, 0>-2 und ©-3 aktiv ist. 

Beispiel 4 

Bestimmung der bevorzugten Hydroxylierungsposition fur-Carbonsauren unterschiedlicher Kettenlange und verschie- 

dene Mutanten und Vergleich mit dem Wildtyp-Enzym 

Die Reaktionsansatze werden gemafi oben beschriebener Methode 6 aufgearbeitet und analysiert. 
Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 4 zusammengefasst 
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Tabelle 4 



T_J • »/J ^» * • I m mi « mm 

nyuiOxyiJueirungs— 
positionen 


Ldprinsaure (ciu) 

I* J ! 


T ann' ncanr^ /Pi O \ 

r%i 
i * j 


Wildiivo 


■ 




ow3 




34 


CO-2 I 




28 I 


(0-1 




38 








rn-3 


- 


53 


<ri-2 




30 


\A/— X 




17 


Mtit-arvfce P87V 


■ 








51 S 




■ 


25 






& — 


Mii-h^nt-^ AT.7V 






m-3 

W J _ _____ _____ 




28 

*» o 




* 


54 


£0-1 




18 


Mufcarrte ARL7V 






rn_3 
ID— <3 


1 A 


35 

WW 


ID— Z 




50 


(0-1 


53 


15 


Mutante ARVLF 


■ 




co-3 


15 


34 


(0-2 


30 


53 


CO-l 


55 


13 



45 



Auffaliend bei der Hydroxyiierung von Laurinsaure ist zunachst ein Wechsel der Regioselektivitat beim Ubergang 
vom Wildtyp zu P450 BM-3 F87V, das eine <D-3-Hydroxylierung bevorzugt katalysiert, ebenso wie P450 BM-3 L7V. 
Beim ttbergang zur Dreifachmutante andert sich die Regioselektivitat erneut, P450 BM-3 AL7V, P450 BM-3 ARL7V 
50 und P450 BM-3 ARVLF dirigieren die Hydroxyiierung bevorzugt in die co-2-Position. 

Alle GC-Analysen zeigen, dass Caprinsaure nur von P450 BM-3 ARVLF und P450 BM-3 ARL7V umgesetzt wild, bei 
den anderen Mutanten wuide ein Umsatz unter 1% festgestellt. Beide Enzyme weisen fast idenusche Regioselektivitat, 
mit der Be vorzugung (0-1 -Position auf. 

Zur Bestimmung der Reaktionsausbeuten wurden Gaschromatogramme von Standards aufgenommen. Als Eduktstan- 
55 dard fand eine Caprinsaure- bzw. Laurinsaurelosung mit Dichlormethan als Losungsmittei (Konzentration 0,5 mg/ml) 
Verwendung. Aufgrund der FID-Detektionsmethode konnen die Peakflachen von Edukt und Produkten nicht einfach zu- 
einander ins Verhaltnis gesetzt werden, da Molekiile unterschiedlicher Struktur- und Summenformel bei der Verbren- 
nung unterschiedliche Ionenstrome erzeugen. Diese Ionenstrome sind nicht proportional zum Stoffmengenverhaltnis von 
Edukt und Produkten. Als Produktstandard wurde deshalb kauflich erwerbbare 10-Hydroxycaprinsaure bzw. 12-Hydrox- 
60 ylaurinsaure verwendeL Die Summenf ormeln der Standards und der Produkte sind gleich, und die Struktur unterscheidet 
sich nur in der Stellung der Hydroxylgruppe, weshalb bei gleichen Stoffmengen annahemd von gleichen detektierbaren 

Ionenstromen ausgegangen wird. 

Bei den Hydroxylierungen von Caprinsaure mit P450 BM-3 ARVLF und P450 BM-3 ARL7V-Katalyse betrugen die 
kumulierten Ausbeuten an Produkt 57% bzw. 38%. Bei den Hydroxylierungen von Laurinsaure betrug die Ausbeute bei 
65 P450 BM-3 ARVLF-Katalyse 51%, bei alien anderen Mutanten und dem Wildtyp zwischen 38% und 40%. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Modifizierte Cytochrom P450 Monoxygenasen 
<130> M/ 4 04 34 



io <140> 
<141> 



50 



55 



<160> 20 . 

<170> Patentln Ver. 2,1 



<210> 1 
<211> 3150 

20 <212> DNA 

<213> Bacillus megaterium 

<220> 
<221> CDS 
25 <222> (4) . . (3150) 

<400> 1 

atg aca att aaa gaa atg cct cag cca aaa acg ttt gga gag ctt aaa 

Thr lie Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 

. .. .1 5 10 15 

, t . » ... 

aat" tta ccg tta tta aac aca gat aaa ccg gtt caa get ttg atg aaa 

Asn Leu "Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin . Ala Leu Met Lys 

20 25 . ■ 30 

att gcg gat gaa tta gga gaa ate ttt aaa ttc gag gcg cct ggt cgt 
He Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 

35 40 45 

gta acg cgc tac tta tea agt cag cgt eta att aaa gaa gca tgc gat 
Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 

gaa tea cgc ttt gat aaa aac tta agt caa gcg ctt aaa ttt gta cgt 
Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
65 70 75 

gat ttt gca gga gac ggg tta ttt aca age tgg acg cat gaa aaa aat 
Asp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 
80 85 90 95 

tgg aaa aaa gcg cat aat ate tta ctt cca age ttc agt cag cag gca 
Trp Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala 

100 105 110 



65 



gac atg aca cgt tta acg ctt gat aca att ggt ctt tgc ggc ttt aac 
Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Gly Phe Asn 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



atg aaa ggc tat cat gcg atg atg gtc gat ate gee gtg cag ctt gtt 384 
Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp He Ala Val Gin Leu Val 
60 us 120 125 

caa aag tgg gag cgt eta aat gca gat gag cat att gaa gta ccg gaa 432 
Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His He Glu Val Pro Glu . 
130 135 140 



480 
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.145 150 155 

tat cgc ttt aac age ttt tac cga gat cag cct cat cca ttt att aca 528 
Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe lie Thr 
160 165 170 175 . 

agt atg gtc cgt gca ctg gat gaa gca atg aac aag ctg cag cga gca 576 
Ser Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala 

180 185 .190 

aat cca gac gac cca get tat gat gaa aac aag cgc cag ttt caa gaa 624 
Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 

195 200 205 

gat ate aag gtg atg aac gac eta gta gat aaa att att gca gat cgc 672 
Asp lie Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys lie lie Ala Asp Arg 
210 215 220 

aaa gca age ggt gaa caa age gat gat tta tta acg cat atg eta aac 720 
Lys Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 



gga aaa gat cca gaa acg ggt gag ccg ctt gat gac gag aac att cgc 
Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn lie Arg 
240 245 250 255 



768 



tat caa att att aca ttc tta att gcg gga cac gaa aca aca agt ggt 816 
Tyr Gin lie lie Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 

260 265 270 

ctt tta tea ttt gcg ctg tat ttc tta gtg aaa aat cca cat gta tta 864 
Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 

275 280 285 

caa aaa gca gca gaa gaa gca gca cga gtt eta gta gat cct gtt cca 912 
Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
290 295 300 

age tac aaa caa gtc aaa cag ctt aaa tat gtc ggc atg gtc tta aac 960 
Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 

gaa gcg ctg cgc tta tgg cca act get cct gcg ttt tec eta tat gca 1008 
Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
320 325 330 335 

aaa gaa gat acg gtg ctt gga gga gaa tat cct tta gaa aaa ggc gac 1056 
Lys Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp 

340 345 350 

gaa eta atg gtt ctg att cct cag ctt cac cgt gat aaa aca att tgg 1104 
Glu Leu Met Val Leu He Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr He Trp 

355 360 365 

gga gac gat gtg gaa gag ttc cgt cca gag cgt ttt gaa aat cca agt 1152 
Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 

gcg att ccg cag cat gcg ttt aaa ccg ttt gga aac ggt cag cgt gcg 1200 
Ala He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 
385 390 395 

tgt ate ggt cag cag ttc get ctt cat gaa gca acg ctg gta ctt ggt 1248 
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Cys lie Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
400 405 410 415 

5 atg atg eta aaa cac ttt gac ttt gaa gat cat aca aac tac gag ctg 1296 
Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 

420 425 430 
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gat att aaa gaa act tta acg tta aaa cct gaa ggc ttt gtg gta aaa 1344 
Asp lie Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 

435 440 445 

gca aaa teg aaa aaa att ccg ctt ggc ggt att cct tea cct age act 1392 
Ala Lys Ser Lys Lys lie Pro Leu Gly Gly lie Pro Ser Pro Ser Thr 
450 * 455 460 



gaa cag tct get aaa aaa gta cgc aaa aag gca gaa aac get cat aat 1440 
Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
20 465 470 475 

acg ccg ctg ctt gtg eta tac ggt tea aat atg gga aca get gaa gga 1488 
Thr Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
480 485 490 495 



acg gcg cgt gat tta gca gat att gca atg age aaa gga ttt gca ccg 1536 
Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp lie Ala Met Ser. Lys Gly Phe Ala Pro 

500 505 510 

cag gtc gca acg ctt gat tea cac gec gga aat ctt ccg cgc gaa gga 1584 
Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu; prgr. Arg Glu Gly 

515 520 ..525 



35 get gta tta att gta acg gcg tct tat aac ggt cat ccg set gat aac 1632 
Ala Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
530 535 540 



gca aag caa ttt gtc gac tgg tta gac caa gcg tct get gat gaa gta 1680 
Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 
545 550 555 

aaa ggc gtt cgc tac tec gta ttt gga tgc ggc gat aaa aac tgg get 1728 
Lys Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp. Lys Asn Trp Ala 
560 565 570 575 

act acg tat caa aaa gtg cct get ttt ate gat gaa acg ctt gec get 1776 
Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala 

580 585 590 

aaa ggg gca gaa aac ate get gac cgc ggt gaa gca gat gca age gac 1824 
Lys Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 

595 600 605 

gac ttt gaa ggc aca tat gaa gaa tgg cgt gaa cat atg tgg agt gac 1872 
Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 615 620 

gta gca gec tac ttt aac etc gac att gaa aac agt gaa gat aat aaa 1920 
Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 
625 630 635 

tct act ctt tea ctt caa ttt gtc gac age gee gcg gat atg ccg ctt 1968 
Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 
640 645 650 655 
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gcg aaa atg cac ggt gcg ttt tea acg aac gtc gta gca age aaa gaa 2016 
Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 

660 665 670 

ctt caa cag cca ggc agt gca cga age acg cga cat ctt gaa att gaa 2064 
Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu 

675 680 685 

ctt cca aaa gaa get tct tat caa gaa gga gat cat tta ggt gtt att 2112 10 
Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He 
690 695 700 

cct cgc aac tat gaa gga ata gta aac cgt gta aca gca agg ttc ggc 2160 l5 
Pro Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 
705 710 715 



eta gat gca tea cag caa ate cgt ctg gaa gca gaa gaa gaa aaa tta 2208 
Leu Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
720 725 730 735 



20 



2256 



get cat ttg cca etc get aaa aca gta tec gta gaa gag ctt ctg caa 
Ala His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 

740 745 750 2* 



tac gtg gag ctt caa gat . cct gtt acg cgc acg cag ctt cgc gca atg 
Tyr Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 

755 760 765 



2304 



30 



get get aaa acg gtc tgc ccg ccg. cat aaa gta gag ctt gaa gec ttg 2352 
Ala Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His. Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu 
770 ~ 775 780 



ett gaa aag caa gee tac aaa gaa caa gtg ctg gca aaa cgt tta aca 
Leu Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr 
785 * * 790 795 



2400 



35 



atg ctt gaa ctg ctt gaa aaa tac ccg gcg tgt gaa atg aaa ttc age 2448 
Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 
800 805 810 815 

gaa ttt ate gee ctt ctg cca age ata cgc ccg cgc tat tac teg att 24 96 
Glu Phe He Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He 

820 825 830 

tct tea tea cct cgt gtc gat gaa aaa caa gca age ate acg gtc age 2544 
Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser 

835 840 845 



40 



45 



50 



gtt gtc tea gga gaa gcg tgg age gga tat gga gaa tat aaa gga att 2592 
Val Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly He 

850 855 860 55 

gcg teg aac tat ctt gee gag ctg caa gaa gga gat acg att acg tgc 2640 
Ala Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys 
865 870 875 



60 



ttt att tec aca ccg cag tea gaa ttt acg ctg cca aaa gac cct gaa 2688 
Phe He Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 
880 885 890 895 

acg ccg ctt ate atg gtc gga ccg gga aca ggc gtc gcg ccg ttt aga 2736 
Thr Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 

900 905 910 
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ggc ttt gtg cag gcg cgc aaa cag eta aaa gaa caa gga cag tea ctt 2784 
Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 

915 920 925 

gga gaa gca cat tta tac ttc ggc tgc cgt tea cct cat gaa gac tat 2832 
Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 
930 935 940 

ctg tat caa gaa gag ctt gaa aac gee caa age gaa ggc ate att acg 2880 
Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly lie lie Thr 
945 950 955 

ctt cat ace get ttt tct cgc atg cca aat cag ccg aaa aca tac gtt 2928 
Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
960 965 970 975 



cag cac gta atg gaa caa gac ggc aag aaa ttg att gaa ctt ctt gat 2976 
20 Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu lie Glu Leu Leu Asp 

980 985 990 

caa gga gcg cac ttc tat att tgc gga gac gga age caa atg gca cct 3024 
Gin Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 
25 " 995 1000 1005 



gec gtt gaa gca acg ctt atg aaa age tat get gac gtt cac caa gtg 
Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala . Asp Val His Gin Val 
1010 1015 .1020 



Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg Val 

55 . 35 40 . 45 

Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp Glu 
50 55 60 



Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg Asp 
65 70 75 * 80 

Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn Trp 

85 90 95 

Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala Met 



3072 



agt gaa gca gac get cgc tta tgg ctg cag cag eta gaa gaa aaa ggc 3120 
Ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu. Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 

cga tac gca aaa gac gtg tgg get ggg taa 3150 
Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1040 1045 



<210> 2 
<211> 1048 
<212> PRT 

<213> Bacillus megaterium 
<400> 2 

Thr lie Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys Asn 
1 5 10 15 

Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys He 

20 25 30 
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100 



105 



110 



Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala Val Gin Leu Val Gin 
115 120 125 

Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His lie Glu Val Pro Glu Asp 
130 135 140 

Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr lie Gly Leu Cys Gly Phe Asn Tyr 
145 150 155 160 

Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr Ser 

165 170 175 

Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala Asn 

180 185 190 

Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu Asp 
195 200 205 

He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys lie He Ala Asp Arg Lys 
210 215 220 

Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn Gly 
225 230 235 .240 

Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn He Arg Tyr 

245 250 255 

Gin lie He Thr Phe Leu He Ala Gly. .His ..Glu Thr Thr Ser Gly Leu 

260 265 ■ • ■ - 270 



«- * '« 



Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu Gin 
275 280 285 

Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro Ser 
290 295 300 

Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn Glu 
305 310 315 320 

Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala Lys 

325 330 335 

Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp Glu 

340 345 350 

Leu Met Val Leu He Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr He Trp Gly 
355 360 365 

Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser Ala 
370 375 380 

He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala Cys 
385 390 395 400 

He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly Met 

405 410 415 

Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu Asp 

420 425 430 

lie Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys Ala 
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435 



440 



445 



Lys Ser Lys Lys lie Pro Leu Gly Gly lie Pro Ser Pro Ser Thr Glu 
5 450 455 460 

Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn Thr 
465 470 475 480 

10 Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly Thr 

485 ~ 490 495 



15 



Ala Arg Asp Leu Ala Asp lie Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro Gin 

500 505 510 

Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu iPro Arg Glu Gly Ala 
515 520 525 



20 Val Leu lie Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Ash Ala 
530 535 540 

Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val Lys 
545 550 555 560 



25 



30 



Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala Thr 

565 570 575 

Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe lie Asp Glu Thr Leu Ala. Ala Lys 



580 



585 



590 



Gly Ala Glu Asn lie Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp Asp 
595 -600 605 



35 



Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp Val 
610 " 615 620 



Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp lie Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys Ser 
40 625 630 635 640 

Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu Ala 

645 650 655 



45 



50 



Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu Leu 

660 665 670 

Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu Leu 
675 680 685 

Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He Pro 
690 695 700 



55 Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly Leu 
705 * 710 715 720 



60 



65 



Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala 

725 730 735 

His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin Tyr 

740 745 750 

Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met Ala 



755 



760 



765 



Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu Leu 
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. 770 775 780 

Glu Lys Gin Ala Tyr- Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr Met 
785 790 795 800 

Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser Glu 

305 810 815 

Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser He Afg Pro Arg Tyr Tyr Ser He Ser 

820 825 830 

Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser Val 
835 840 845 

Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly lie Ala 
850 855 860 

Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys Phe 
865 870 875 880 

lie Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu Thr 

885 890 895 

Pro Leu lie Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg Gly 

900 905 910 

Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu Gly 
915 920 925 

Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His . Glu Asp Tyr Leu 
930 935 940 

Tvr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly lie He Thr Leu 
945 950 955 960 

His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val Gin 

965 970 975 

His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp Gin 

980 985 990 

Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro Ala 
995 1000 1005 

Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val Ser 
1010 1015 1020 

Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly Arg 
025 1030 1035 1040 

Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 

1045 



<210> 3 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<220> . 
<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Pnmer 
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10 



15 



<400> 3 

gcaggagacg ggttgnnnac aagctggacg 



<210> 4 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 4 

cgtccagctt gtnnncaacc cgtctcctgc 



<210> 5 
20 <211> 34 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

25 <223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 5 

- 

gaagcaatga acaagnnnca gcgagcaaat ccag 

30 

<210> 6 
<211> 34 
<212> DNA 
35 <213> KUnstliche Sequenz 

<220> . 
<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 

40 <400> 6 

ctggatttgc tcgctgnnnc ttgttcattg cttc 



45 



50 



<210> 7 
<211> 41 . 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 7 

gctttgataa aaacttaaag tcaannnctt aaatttgtac g 



55 



<210> 8 

<211> 40 

<212> DNA 

60 <213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Prxmer 



65 



<400> 8 

cgtacaaatt taagnnnttg acttaagttt ttatcaaagc 
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<210> 9 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<220> ^ n n . 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: PCR-Primer 

<400> 9 

gttattaaac acagataaan nngttcaagc tttgatg 



<210> 10 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 10 

catcaaagct tgaacnnntt tatctgtgtt taataac 



<21D> 11 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 



<223> Beschreibung der kUnst lichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 11 

gttattaaac acagataaac cgnnncaagc tttgatg 



<210> 12 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 12 

catcaaagct tgnnncggtt tatctgtgtt taataac 



<210> 13 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<220> „_ „ . 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: PCR-Primer 

<400> 13 

cgaggcgcct ggtnnngtaa cgcgctactt ate 



<210> 14 
<211> 33 
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<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



5 <220> 



<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 



<400> 14 

gataagtagc gcgttacnnn accaggcgcc teg 

10 



<210> 15 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



15 



20 



<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 15 

cctggtcgtg taacgegenn nttatcaagt cage 



25 <210> 16 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



30 



35 



<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 16 

gctgacttga taannngege gttacacgac cagg 



<210> 17 
<211> 40 
40 <212> DNA 

<213> Kttnstliche Sequenz 



45 



50 



55 



60 



<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 17 

gctttgataa aaacttannn caagegctta aatttgtacg 



<210> 18 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

<220> „ 
<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 

<400> 18 ■ 

cgtacaaatt taagcgcttg nnntaagttt ttatcaaagc 



<210> 19 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 19 

ggcgacgaac tannngttct gattcctcag 

<210> 20 , 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 

<220> i 
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Pnmer 

<400> 20 30 
ctgaggaatc agaacnnnta gttcgtcgcc 

Patentanspriiche 

1 Modifizierte Cytochrom P450 Monooxygenase, welche durch ortsspezifische Mutagenese ihrcs Substrat-bin- 
denden Bereichs im Vergleich zum Wildtyp ein verandertes Substratprofil bei der terminalen und/oder subtermma- 
len enzymatischen Hydroxylierung von aliphatischen Carbonsauren zeigt 

2 Monooxygenase nach Anspruch 1, abgeleitet von Cytochrom P450 Monooxygenasen baktenellen Ursprungs. 

3 Monooxygenase nach Anspruch 2, abgeleitet von Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 aus Bacillus megate- 
rium mit einer Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine funktionale Mutation in emem 
der folgenden Aminosauresequenzbereiche aufweist: 24-28, 45-51, 70-72, 73-82, 86-88, 172-224 und 352-356, 
mit der MaBgabe, dass mehr als einer dieser Bereiche mutiert ist, wenn das Enzym die Mutation F87A tragt 

4. Monooxygenase nach Anspruch 3, enthaltend wenigstens je eine funktionale Mutation in den Aminosaurese- 
quenzbereichen 86-88 und 172-224. 

5. Monooxygenase nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie wenigstens ernes der folgenden Aminosau- 
resubstitutionsmuster aufweist: 

a) F87V; 

b) F87A L188K; 

c) F87VL188K; 

d) F87A L188K A74G; 

e) F87V L188KA74G; 

f) F87 L188K A74G R47F; 

g) F87V L188K A74G R47F; 

h) F87A L188K A74G R47F V26T, oder 

i) F87V L188K A74G R47F V26T, 

sowie funktionale Aquivalente davon. K 

6. Monooxygenase nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine einzelne der folgenden Aminosaure- 

substitutionen aufweist: 

a) V26T, 

b) R47F, 

c) S72G, 

d) A74G, 

e) F87V, ' 

0 L188z, worin z fur eine Aminosaure, ausgewahlt unter K, R, W, Q, N, G, A und S stent; und 

g) M354T; 
sowie funktionale Aquivalente davon. 

7 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine Monooxygenase nach einem der vorhengen Anspruche. 

8. Expressionskonstrukt, enthaltend unter der genetischen Kontrolle reguladver Nukleinsauresequenzen eine ko- 
dierende Sequenz, welche eine Nukleinsauresequenz nach Anspruch 7 umfasst. 

9. Vektor, umfassend wenigstens ein Expressionskonstrukt nach Anspruch 8. 

10. Rekombinanter Mikroorganismus, transformiert mit wenigstens einem Vektor nach Anspruch 9. 
11 Mikroorganismus nach Anspruch 10, ausgewahlt unter Bakterien der Gattung Escherichia. 

12. verfahren zur enzymatischen Herstellung von terminal oder subterminal hydroxylierten ahphatischen Carbon- 
sauren, dadurch gekennzeichnet, dass man 

al) einen rekombinanten Mikroorganismus nach Anspruch 10 oder 11 in Gegenwart eines KuUurmediums das 
die wenigstens eine hydroxylierbare Carbonsaure oder wenigstens ein hydroxyUerbares Carbonsauredenvat 

kultiviert; oder u mf 
a2) ein Reaktionsmedium, enthaltend wenigstens eine hydroxylierbare Carbonsaure oder wenigstens ein hy- 
droxylierbares Carbonsauredenvat, mit einem Enzym nach einem der Anspruche 1 bis 6 mkubiert; und 
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♦ 

b) das gebildete hydroxylierte Produkt aus dem Medium isoliert 

13. verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man als hydroxylierbare Carbonsaure eine C&-C30- 
Moriocarbonsaure oder ein Derivat davon einsetzt 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass man als hydroxylierbare Carbonsaure eine C&-C12- 
5 Monocarbonsaure oder ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante gemafi Anspruch 5 einsetzt. 

15. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass man als hydroxylierbare Carbonsaure eine Q 2 - 
C 3( rMonocarbonsaure oder ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante ausgewahlt unter den Einfach- 
mutanten F87A, F87V, V26T, S72G, A74G und M354T, und den Mehrfachmutanten 
F87AL188KA74GR47F; 

10 F87VL188KA74GR47F; 

F87A L188K A74G R47F V26T, oder 
F87V L188K A74G R47F V26T, 
einsetzt 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass man die Reaktion in Gegenwart 
15 eines Elektronendonors oder Reduktionsaquivalents durchfiihrt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der Elektronendonor oder das Reduktionsaquiva- 
lent ausgewahlt ist unter NADH, NADPH und Zn/Co(III)sepulchrat. 



Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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